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AP sait apuriinne/apürimidiinne koht
bp aluspaar (base pair)
BER lämmastikaluse väljalõike reparatsioon (base excision repair)
CAA casamino acids
CFU kolooniat moodustav üksus (colony forming unit)
DSB kaheahelaline katke (double strand break)
dsDNA kaheahelaline DNA (double strand DNA)
GGR globaalne genoomi reparatsioon (global genome repair)
Glc glükoos (glucose)
HR homoloogiline rekombinatsioon (homologous recombination)
kb tuhat aluspaari (kilo base)
lac laktoos (lactose) (töös lac operon- laktoosi lagundamises osalevaid
valke kodeerivate geenide promootor)
MMR valepaardumise reparatsioon (mismatch repair)
NER nukleotiidi väljalõike reparatsioon (nucleotide excision repair)
NHEJ mittehomoloogilisne DNA-otste ühendamise (non-homologous end
joining)
Phe fenool (phenol)
ROS reaktiivne hapniku ühend (reactive oxygen species)
Smr streptomütsiini suhtes resistentne
SSB ühealhelaline katke / üheahelalisele DNA-le seonduvad valgud (single
strand break / single-strans binding protein)
ssDNA üheahelaline DNA (single strand DNA)
TCR transkriptsioonist sõltuv reparatsioon (transcription- coupled repair)
Telr tetratsükliini suhtes resistentne





DNA reparatsiooni käigus kõrvaldatakse DNA ahelast valepaardumisi, ühe- ja
kaheahelalisi katkeid. Kahjustuste põhjused võivad olla nii rakuvälised (kiirgus, kemikaalid)
kui ka –sisesed (reaktiivsed hapnikühendid, DNA replikatsiooni käigus tekkivad vead).
Parandamata jäävad kahjustused kinnistuvad mutatsioonidena. Muutuvad ja ebasoodsad
keskkonnatingimused põhjustavad bakteritele pidevalt stressi, mille tulemusel peatub rakkude
kasv ja jagunemine. Sellistes mittejagunevates ehk statsionaarse faasi rakkudes põhjustavad
vigutegevate DNA polümeraaside läbiviidav DNA süntees ja reparatsioonisüsteemide
alatalitus mutatsioonisageduse tõusu. Kuna paljud mutatsioonid on kahjulikud, on DNA
reparatsioonisüsteemide korrektne toimimine rakkudele oluline.
Nukleotiidi väljalõike reparatsioon (NER) on väga laia vigade parandamise
spetsiifikaga DNA reparatsioonimehhanism, mille abil saab eemaldada DNA konformatsiooni
muutvaid DNA kahjustusi. Homoloogiline rekombinatsioon  (HR) on rakkudes kasutatav
peamiselt ühe- ja kaheahelaliste katkete kõrvaldamiseks. Lisaks võimaldab HR ka
horisontaalset geeniülekannet, suurendades geneetilist varieeruvust. Genoomi terviklikkuse
säilitamise seisukohalt on oluline rekombinatsiooniprotsessi täpsus. Rekombinatsioonilist
reparatsiooni mõjutavad mitmed keskkonnategurid ja teised DNA reparatsioonisüsteemid.
Varasemalt on meie laboris selgitatud HR mehhanisme, kus HR toimub plasmiidi ja
kromosoomi vahel, kuid ei ole uuritud mehhanisme, mis mõjutavad HR toimumist
kromosoomi erinevate osade vahel. Käesoleva töö eesmärgiks oli uurida NER-i valkude mõju
rekombinatsioonisagedusele bakteri kromosoomis mullabakteri Pseudomonas putida näitel,
kasutades selleks testsüsteemi, mis võimaldab uurida HR-i kromosoomisiseselt.
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1. DNA kahjustuste teke ja SOS-vastus
DNA kahjustused võivad  bakterirakus tekkida nii elutegevuse tulemusena kui ka
väliste kahjustavate tegurite toimel. Elutegevuse käigus ehk endogeenselt tekkivad
kahjustused on põhjustatud reaktiivsete hapniku- ja alküülühendite, replikatsioonivigade kui
ka spontaansete lämmastikaluste modifikatsioonide (nt desamiinimiste) poolt. Väliskeskkonna
teguritest avaldavad enim mõju ioniseeriv ja mitteioniseeriv kiirgus ja mitmed mutageense
toimega kemikaalid (Krwawicz jt., 2007; Shrivastav jt., 2010).
Kiirgused, millest olulisimaks kahjustuste tekitajaks on UV-kiirgus (mitteioniseeriv),
põhjustavad DNA ühe- ja kaheahalalisi katkeid (single-strand break- SSB ja double-strand
break – DSB) ja DNA-ahelas kõrvutiasetsevate pürimidiinide vahel ristsidemete ehk 6-4
fotoproduktide teket.
Aeroobses keskkonnas elavatel bakteritel moodustuvad hingamisahela reaktsioonides
ja oksüdatsiooniprotsessides reaktiivsed hapniku radikaalid (reactive oxygen species- ROS),
mis enamasti lagundatakse või neutraliseeritakse. Kui mingil põhjusel see ei õnnestu, võivad
ROS-id kahjustada DNA lämmastikaluseid ja suhkrujääke, põhjustades SSB-de ja DSB-de
teket, ristsidemete teket teiste molekulidega ja lämmastikaluste modifikatsioone (Dizdaroglu,
1992; Cabiscol jt., 2000).
DNA replikatsioonil tekib üldiselt vähe vigu, 10-9 – 10-11 iga sünteesitud bp kohta
(Drake et al., 1998). Korrektne replikatsioon tagatakse rakus nii DNA polümeraaside vigu
korrigeeriva (proof-reading) 3´→5´ eksonukleaasne aktiivsusega, mis eemaldab valesti
paardunud lämmastikaluse kui ka postreplikatiivse valepaardumise reparatsiooniga
(mismatch-repair- MMR) (Fijalkowska et al., 2012; Kunkel, 2004).
Kahjustuse parandamata jätmisel viga kinnistub ning akumuleerub mutatsioonina,
kandudes rakujagunemisel edasi tütarrakkudesse. Raku ellujäämist ohustavate vigade korral
indutseeritakse rakus SOS-vastus (Patel et al, 2010). E. coli-s kirjeldatud SOS-vastuse
tulemuseks on enam kui 40 geeni transkriptsiooni aktiveerimine (Fernandez de Henestrosa  et
8al., 2000; Courcelle et al., 2001). Nende geenide poolt kodeeritud valgud osalevad mitmetes
reparatsioonimehhanismides. Andmaks rakule aega kahjustuste likvideerimiseks
aktiveeritakse SulA valk, mis takistab rakujagunemist (Patel et al., 2010).
DNA kahjustuste kõrvaldamiseks on erinevaid strateegiaid: (1) vea parandamine
kohapeal (nt fotoreaktivatsioon, metüülrühma kõrvaldamine); (2) väljalõikereparatsioon; (3)
DNA rekombinatsioonist sõltuv reparatsioon. Reparatsioonisüsteemid toimivad mitmete
valkude koostööl, mistõttu on raku jaoks oluline ka neid valke kodeerivate geenide
funktsionaalsuse tagamine.
Väljalõike reparatsiooni korral toimub DNA ahelas vea parandamine valesti
paardunud lämmastikaluse kõrvaldamisega. Eristatakse lämmastikaluse väljalõike (base
excision repair - BER), nukleotiidi väljalõike (nucleotide excision repair – NER) ja
valepaardumise reparatsiooni (mismatch repair – MMR). Väljalõikereparatsiooni
mehhanismide puhul tunnevad endonukleaasi kompleksid ära kahjustunud või valesti
paardunud lämmastikaluse. BER-is tunnevad DNA kahjustuse ära DNA glükosülaasid
(Fromme jt., 2004), mis eemaldavad valestipaardunud lämmastikaluse DNA lämmastikaluse
ja suhkrufosfaadi vahele N-glükosiidsideme hüdrolüüsimise teel (Posnick ja Samson, 2001).
Eemaldatud lämmastilause kohale jääb AP koht (apuriinne/apürimidiinne koht). Seejärel
lagundavad AP endonukleaasid AP kohas 5´ fosfodiestersideme, jättes alles 3´-OH ja 5´-
desoksüriboos fosfaadi. Lõpuks sünteesib tühimiku täis DNA polümeraas I ja otsad ühendab
DNA ligaas (Zharkov, 2008; Kanamitsu ja Ikeda, 2010). MMR puhul kõrvaldatakse ja
sünteesitakse uuesti terve lõik DNA-ahelast. NER-süsteemi kirjeldan täpsemalt järgmises
peatükis.
Rekombinatsioonilie reparatsiooni puhul toimub DNA ühe- või kaheahalaliste katkete
kõrvaldamine DNA lõikude vahetamise teel. Rekombinatsioon võib toimuda täielikult
homoloogilise DNA osalusel (homoloogiline rekombinatsioon ehk HR) või
mittehomoloogiliste DNA-otste ühendamise teel (non-homologous end joining - NHEJ)
(Lieber jt., 2004).
9Olukorras, kus DNA-kahjustuste parandamine ei ole enam võimalik, toimub
vigaderohke replikatsioon kahjustunud DNA-lt.  Vigaderohket replikatsiooni teostab DNA
polümeraas V (Pol V), millel puudub vigu korrigeeriv aktiivsus. Korrigeeriva aktiivsuse
puudumise tõttu võib lisanduda uusi vigu.
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2. Nukleotiidi väljalõike reparatsioon NER
NER on üks tähtsamaid DNA reparatsioonisüsteeme, mis võimaldab DNA ahelast
eemaldada suuri, DNA konformatsiooni mõjutavaid kahjustusi (Reardon ja Sancar, 2005; Van
Houten jt., 2005).  Enamasti kasutatakse NER-i just UV-kiirguse ja alküülivate ühendite,
vähemal määral ka oksüdatiivse stressi poolt põhjustatud kahjustuste korral (Lin ja Sancar,
1989).
NER toimub mitmeetapiliselt - esmalt tuntakse ära DNA kahjustus, seejärel tehakse
üksikahelalised lõiked mõlemale poole kahjustust, kõrvaldatakse kahjustust sisaldav fragment
ning lõpuks sünteesitakse selle asemele uus DNA lõik ja ligeeritakse see vana DNA ahela
otsaga (van Hoffen, 2003). Prokarüootides eemaldatakse NER-i poolt vea kõrvaldamiseks 12-
13 nukleotiidi, eukarüootides 24-32 nukleotiidi pikkuseid DNA lõike (Reardon ja Sancar,
2005). Kokku osaleb NER-i läbiviimises 4 Uvr valku (UvrA, UvrB, UvrC, UvrD) ja uue
DNA ahela sünteesiks on vajalikud ka DNA polümeraas I ja DNA ligaas (Sancar ja
Reanrdon,2004).  NER-süsteemi ning selles osalevate valkude funktsioone on enim uuritud E.
coli rakkudes.
Bakteritel jagatakse NER kahte alaklassi. Transkriptsioonist sõltuv reparatsioon
(transcription- coupled repair- TCR) tagab transkribeeritava DNA ahela kiire parandamise
(Le Page et al., 2000). TCR on oluline transkriptsiooni peatumist põhjustavate kahjustuste
eemaldamisel (van Hoffen jt., 2003). Globaalne genoomi reparatsioon (global genome repair-
GGR), mis toimub transkriptsioonist sõltumatult, parandab vigu ka mittekodeerivatel aladel
ning on võrreldes TCR-ga aeglasem (Hartman and Ford, 2002).
11
2.1 NER-süsteem E. coli rakkudes
NER süsteemi valkude funktsioonid E. coli rakkudes on ära toodud tabelis 1.
2.1.1 Kahjustuse tuvastamine
E. coli-s toimub kahjustuse äratundmine ATP-sõltuva reaktsiooni käigus moodustunud
UvrA2B heterotrimeeri kompleksi vahendusel (Orrel ja Sancar, 1989). Esmalt lokaliseerib
UvrA dimeer kahjustuse (DellaVecchia jt, 2004) ning seejärel moodustub kahjustuse
kõrvaldamiseks UvrB ja kahjustust sisaldava DNA osa vaheline kompleks (Grossman ja
Thiagalingam, 1993). UvrB helikaasne aktiivsus harutab seejärel DNA ~ 5 bp ulatuses lahti.
Selle tulemusel toimuv DNA-ahela konformatsiooniline muutus soodustab UvrB-DNA
stabiilse kompleksi moodustumist nii, et üks DNA ahel paikneb UvrB DNA-d siduva osa ja
kahjustust äratundva domääni vahel ja on eksponeeritav UvrC endonukleaasile. UvrC
seostumiseks on vajalikud konformatsioonilised muutused reparatsioonikompleksis, millega
kaasneb UvrA dimeeri dissotseerumine kahjustuse kohalt (Orrel ja Sancar, 1989; Delaqouette
jt., 2002). Kahekordne (esmalt UvrA ja seejärel UvrB poolt läbiviidav) kahjustuse
äratundmine on vajalik, sest UvrB ei ole võimeline dsDNA-ga seonduma ega dsDNA-l
kahjustust tuvastama.
2.1.2 Kahjustuse kõrvaldamine ja uue ahela süntees
Kahjustusti sisaldava fragmendi eemaldamiseks seondub UvrB-DNA kompleksiga
UvrC endonukleaas, mis teeb kahjustuse kohast DNA katked 3´ ja 5´ suunas (Orren ja Sancar,
1989). Seejuures teostab 3´ lõiget UvrC N-terminaalses osas paiknev domään ning 5´ lõike
eest vastutab sama valgu C-terminaalses osas paiknev domään (Moolenar jt., 1998). On
näidatud, et suuremate kahjustuste korral ei ole UvrC võimeline 3´ lõiget teostama. Sel juhul
ei saa järgmised NER süsteemi valgud toimida ja kahjustus jääb kõrvaldamata (Zou jt., 1995).
Pärast üheahelaliste katkete teostamist UvrC endonukleaas eraldub, võimaldades
UvrD helikaasi seostumist. UvrD eemaldab kahjustust sisaldava 12-13 bp pikkuse DNA lõigu
ja ka ssDNA-ga seotuks jäänud UvrB valgud (Orren jt., 1992). Tekkinud üheahelalise lõiguga
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seondub DNA polümeraas I, mis sünteesib alles jäänud ahelaga komplementaarse ahela.
Vastsünteesitud fragment ühendatakse ülejäänud DNA ahelaga DNA ligaasi abil (Sibghat-
Ullah jt., 1990; Van Houten jt., 2005). NER-i üldine toimemehhanism on toodud joonisel 1.
Joonis 1. NER süsteem
(Friedberg ja Hanawalt; 1984)
A) UvrA2B heterotrimeeri seostumine
kahjustust sisaldavale DNA osale
B) UvrA2 eemaldumise järel asub UvrB
helikaas kaksikahelat ~5 bp ulatuses lahti
harutama.
C) UvrC seostumine.
D) UvrC N-terminaalne ots teostab 3´- lõike.
E) UvrC C-terminaalne ots teostab 5´-lõike.
F) UvrC eraldub võimaldades UvrD
helikaasi seostumist. Katkestust sisaldav
DNA fragment eemaldatakse.
G) ssDNA-ga seotuks jäänud UvrB eraldub,
DNA polümeraas I sünteesib uue ahela




NER süsteemi valkude defektsuse korral ei ole süsteem võimeline oma eesmärki
täitma. Kuigi mõningad uuringud on näidanud, et uvrA ja uvrB geenide defektsused avaldavad
mutatsioonisagedusele statsionaarse faasi rakkudes vähe mõju (Foster, 1999; Bridges 1998),
on osades katsetes E. coli puhul näidatud, et nende geeniproduktide puudumine põhjustab
näljastressi tingimustes kuni 104 korda suuremat mutatsioonisagedust (Hall, 1995). Samas on
meie laboris P. putida puhul näidatud seda, et osade NER-i valkude puudumisel
mutatsioonisagedus statsionaarse faasi rakkudes hoopis väheneb, mis viitab sellele, et NER-
iga kaasnev DNA süntees võib olla vigaderohke ja mutatsioonide allikaks statsionaarse faasi
rakkudes (Tark jt., 2008).
Tabel 1. NER süsteemi valgud E. coli rakkudes
Valk Roll NER süsteemis
UvrA Primaarne DNA kahjustuse äratundmine
UvrB Sekundaarne DNA kahjustuse äratundmine; DNA-ahelate
lahtiharutamine
UvrC Sisselõigete teostamine kahjustusest 3` ja 5` suunas
UvrD Kahjustust sisaldava DNA fragmendi eemaldamine
2.2 Mfd valgu osalus NER-is
Mfd on transkriptsiooni reparatsiooniga siduv faktor (transcription-repair coupling factor-
TRCF). Defektideta DNA-l soodustab Mfd RNA elongatsiooni (Park jt., 2002), sest abistab
RNA polümeraasi edasiliikumisel. Kahjustuse esinemise korral RNA polümeraas peatub. Mfd
tunneb peatunud RNA polümeraasi ära, lükkab seda DNA-l edasi kuni RNA polümeraas saab
vabaneda ja soodustab NER-i valkude seostumist kahjustunud DNA-le UvrA-ga
interakteerumise kaudu (Park jt, 2002; Savery, 2007).
Joonisel 2 on ära toodud Mfd osalus NER-i initsiatsioonis.
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Joonis 2. Mfd osalus NER-i käivitamisel (Hanawalt ja Spivak,  2008).
RNA polümeraas (RNAP) peatub kahjustuse kohal ja pole võimeline RNA elongatsiooni
jätkama. Mfd tunneb peatunud RNAP-i ära, eemaldab ta DNA-lt, seondub UvrA valguga




Kuigi E. coli’s läbiviidud uuringute tulemusena on saadud arvestataval hulgal
informatsiooni NER-i ja teiste SOS-vastuse tulemusel käivitatavate
reparatsioonimehhanismide kohta, ei ole nende põhjal võimalik teha üldistusi kõigi bakterite
kohta. Näiteks Pseudomonas perekonna esindajatel puuduvad DNA polümeraasi V
kodeerivad geenid. Ka fotolüaasi osalus UV-kiirgusest tekkinud kahjustuste eemaldamisel on
osutunud minimaalseks (Kim ja Sundin, 2001). P.aeruginosa rakkudes ei sõltu UvrA ja UvrB
ekspressioon DNA kahjustuste olemasolust (Rivera jt., 1997, 1996). P. syringae puhul on
näidatud UvrA defektsete rakkude märgatavat elumuse langust UV-B kiirgusele
eksponeerimisel (Gunasekera ja Sundin, 2006) ning selle põhjal on väidetud, et NER on
pseudomonaadidel arvestatavaks UV-kiirguse mõjul tekkinud kahjustuste kõrvaldajaks.
Nagu juba eespool mainitud, on NER-i osalust kirjeldatud lisaks DNA reparatsioonile




Ühe- ja kaheahelalised katked võivad rakkudele osutuda letaalseteks, sest DNA
polümeraasid ei ole võimelised katkeid ületama ja replikatsioonikahvel kollabeerub
(Dillingham ja Kowalczykowski, 2008). Rekombinatsioonist sõltuva reparatsiooni
(recombination-dependent repair) korral toimub eksogeense või raku enda DNA molekuli
homoloogia abil DNA katkete kõrvaldamine. Transformatsiooni või konjugatsiooni teel rakku
sattunud võõr-DNA kasutamine rekombinatsioonis on bakterite horisontaalse geeniülekande
aluseks (Rocha jt., 2005). Raku enda DNA molekulide vaheline rekombinatsioon aitab tagada
geneetilise stabiilsuse.
3.1 Homoloogiline rekombinatsioon- HR
Homoloogline rekombinatsioon (HR) on konserveerunud kõigis elusorganismides ning
selle käigus toimub osaliselt homoloogiliste või identsete DNA fragmentide vahetus DNA
molekulide vahel. Kuna matriitisina kasutatakse kahjustumata DNA molekuli, on uute vigade
tekke tõenäosus väike. E. coli rakkudes toimub homoloogilise rekombinatsiooni teel
üheahelaliste katkete parandamine RecFOR ja kaheahelaliste katkete parandamine RecBCD
raja kaudu (Kowalczykowski jt., 1994). Mõlema raja puhul on eristatavad kolm faasi:
1) Initsiatsioon ehk presünaps, mille käigus tekitatakse ssDNA (single-strand DNA) ahel
2) Sünaps, kus toimub homoloogiliste DNA regioonide paardumine ja ahelate vahetus
3) Postsünaps, mille rekombinatsioonilised vahevormid lahutatakse (Nowosielska, 2007;
Lanka ja Pansegrau, 1999).
Homoloogilise rekombinatsiooni üldmudel on ära toodud joonisel 3 ja osalevad valgud E. coli
rakkkude näitel tabelis 2.
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Joonis 3. Homoloogilise rekombinatsiooni üldmudel (Kowalczykowski, 2000).
Vasakul on ära toodud homoloogilise rekombinatsiooni etapid ja igas etapis toimuv olulisim
protsess. Paremal on nimetatud igas etapis osalevad olulisimad valgud. Joonisel on punasega
tähistatud kahjustust sisaldav DNA, sinisega homoloogiline järjestus, millega
rekombinatsioon toimub ja helesinisega uued sünteesitud osad.
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Tabel 2. Homoloogilisel rekombinatsioonil osalevad valgud E. coli rakudes
Valk Aktiivsus
Presünaptiline faas
RecBCD dsDNA eksonukleaas ja 3´ → 5´ helikaas (RecB) ja helikaas
(RecD). Nukleaasne aktiivsus on reguleeritud χ saidiga
(äratundmise eest vastutab RecC)
RecJ 5´ → 3´ ssDNA eksonukleaas
RecQ 3´ → 5´ DNA helikaas
Sünaptiline faas
RecA DNA-sõltuv ATPaasne aktiivsus, ssDNA ja dsDNA-ga
seondumine, homoloogilise DNA-ga paardumine ja ahelate
vahetus
RecF dsDNA ja ssDNA-ga seonduv valk, mis soodustab RecA
seostumist ssDNA-le.
RecO Soodustab RecA seostumist ssDNA-le, seostub RecR valguga.
RecR Soodustab RecA seostumist ssDNA-le, seostub RecR ja RecO
valkudega.
SSB ssDNA-le seostuv valk, mis takistab DNA
sekundaarstruktuuride teket, kaitseb DNA-d nukleaaside eest.
Postsünaptiline faas
RuvA Seostub Holliday ühendusega, vahendab RuvB seostumist
DNA-le.
RuvB Tagab koos RuvA-ga Holliday ühenduste liikumist 5´ →3´
suunas; helikaasse aktiivsusega.
RuvC Endonukleaas, lõikab Holliday ühendusi
RecG Soodustab Holliday ühenduste liikumist 3´→5´ suunas; helikaas.
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3.1.1 Presünaptiline faas
Homoloogilise rekombinatsiooni initsiatsiooniks on vajalik ssDNA, mis tekib
RecBCD heterotrimeerse ensüümi toimel RecBCD rajas või RecQ ja RecJ ensüümide toimel
RecFOR rajas. Presünaptilise faasi eesmärgiks on luua tingimused RecA valgu seondumiseks
sünaptilises faasis, et oleks võimalik homoloogiliste DNA ahalate paardumine ja vahetus
(Lanka ja Pansegrau, 1999).
RecBCD multiensüümkompleksis on RecB subühikul  nukleaasne ja 3´ → 5´
helikaasne aktiivsus, RecD subühikul 5´ → 3´ helikaasne aktiivsus ja RecC vastutab DNA
skanneerimise ja χ (crossover hotspot instigator ̶ Chi) järjestuse äratundmise eest. RecBCD
kompleks seondub dsDNA katkele ja liigub ahelaid lahti keerates ning lagundades kuni χ
saidini (Nowosielska, 2007). χ on 8-nukleotiidiline asümmeetriline järjestus 5´-GCTGGTGG-
3´, mida E. coli genoomis leidub keskmiselt iga 4,5 kb järel (El Karoui jt., 1999). Nimetatud
saidist alates jätkub ahelate lahti keeramine ning vaid 5´ → 3´ suunas ahela lagundamine
(Nowosielska, 2007). Seejärel laetakse tekkinud vaba 3´OH otsa RecA valk. Moodustunud
RecA-DNA nukleoproteiinfilament (Lanka ja Parsegrau, 1999) on vajalik homoloogilise
DNA järjestuse leidmiseks sünaptilises faasis (Bianco ja Kowolczykowski, 2001). RecBCD
raja presünaptiline faas on ära toodud joonisel 4.
RecFOR rajas vastutavad RecA valgu seondumiseks sobiliku ssDNA substraadi
tekitamise eest  RecQ ja RecJ. RecQ on helikaasse ja RecJ 5´ → 3´ eksonukleaasse
aktiivsusega (Cox, 2007; Nowosielska, 2007). RecA-DNA filamendi moodustumise eest
vastutavad RecF, RecO ja RecR, mis asendavad üheahelalisele DNA-le seondunud SSB
valgud (single-strand binding protein) RecA valkudega. RecBCD raja defektsuse korral võib
homoloogilise rekombinatsiooni initsiatsioon toimuda dsDNA katkelt ka RecFOR raja kaudu
(Zahradka jt., 2006).
Sünaptiline ja postsünaptiline faas toimuvad mõlemas rajas ühesuguselt.
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Joonis 4. RecBCD raja presünaptiline faas (Handa jt., 2005).
RecBCD kompleks seondub dsDNA katke kohale (1) ning liigub ahelaid lahti keerates ja
lagundades χ-saidi suunas (2 ja 3). χ-saidini jõudes jätkub ahelate lahti keeramine ning vaba
5´otsaga ahela lagundamine (4). Edasi vahendab RecBCD RecA valkude seostumist tekkinud
ssDNA-le (5). Selle tulemusena moodustub RecA-DNA nukleoproteiinne filament (6), mis
sünaptilises faasis vastutab homoloogilise DNA leidmise eest.
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3.1.2 Sünaptiline faas
Presünaptilises faasis moodustunud RecA-DNA nukleoproteiinfilamendis on RecA
aktiveeritud olekus ning vahendab homoloogilise DNA leidmise eest (Wyman jt., 2004). On
näidatud, et rekombinatsiooni toimumiseks vajalik homoloogilise DNA pikkus on in vivo
minimaalselt 23-40 ja in vitro 15 nukleotiidi (Bianco ja Kowalczykowski, 2001).
Homoloogilise ahela leidumisel toimub selle paardumine RecA valkudega kaetud ssDNA
ahelaga (Kowalczykowski, 2000). Presünaptilises faasis tekkinud tühimikud täidetakse DNA
polümeraas I poolt. Pärast ahelate vahetumist ja tühimike täitmist tekib rekombinatsiooni
vahevormina Holliday struktuur (Holliday junction) (Heyer, 2004).
3.1.3 Postsünaptiline faas
Postsünaptilises faasis toimub Holliday struktuuri edasiliikumine homoloogilise
piirkonna ulatuses ja algsete DNA ahelate vaheliste ühenduste kadumise teel (Lanka ja
Pansegrau, 1999). Nimetatud ühenduste eemaldamise eest vastutavad RuvABC kompleks ja
RecG helikaas (Kuzminov, 1999). RuvABC kompleks koosneb RuvA tetrameerist, RuvB
heksameerist ja RuvC dimeerist (West jt., 1998), mis seostuvad Holliday struktuuriga juba
kohe pärast selle moodustumist. RuvAB valgud liigutavad Holliday struktuuri ühendust
5´→3´suunas edasi, kuni RuvC tunneb ära ühenduse ristumispunkti kindla järjestuse
(Kowalczykowski, 2000; Bianco ja Kowaloczykowski, 2001; Eggleston ja West, 2000).
Ristumispunkti jõudes teeb RuvC endonukleaas ühendustesse üheahelalised katked, mille
tulemusel tekivad rekombinantsed DNA molekulid (Lanka ja Pansegrau, 1999).
RecG on DNA-sõltuv valk, mis liigutab Holliday ühendusi 3´ →5´ suunas ning
kasutab ühenduste lahutamiseks RuvABC-st sõltumatut mehhanismi (West, 1996;
Kowacykowski, 2000; Kuzminov, 1999).
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3.2 Mittehomoloogiliste DNA otste ühendamine NHEJ
NHEJ rekombinatsiooni toimumiseks ei ole homoloogilise DNA ahela olemasolu
vajalik.  Kuigi on näidatud, et ahelate kokkusobitamisel võidakse kasutada mikrohomoloogiat
(Della jt., 2004), toimub protsess enamasti matriits-sõltumatult ja on seetõttu suhteliselt
vigaderohke (Pitcher jt., 2007; Shuman ja Glickman, 2007), põhjustades kuni 50% juhtudest
mutatsioone (Aniukwu jt., 2008). Pikka aega arvati, et NHEJ ei toimu prokarüootides, sest E.
coli genoomis puuduvad NHEJ läbiviimiseks vajaminevaid valke kodeerivad geenid (Lieber,
2010). Laialdasem bakterigenoomide uuring on aga näidanud vastupidist (Aravind ja Koonin,
2001; Doherty jt., 2001). Arvatakse, et  NHEJ-raja geenid olid algselt kõikide bakterite
genoomides olemas, kuid on osadest evolutsiooni käigus kadunud (Bowater ja Doherty, 2006;
Brissett ja Doherty, 2009) või on need omandatud horisontaalse geeniülekande käigus.
Kuigi enamasti kasutatakse NHEJ rada dsDNA katkete parandamiseks, oletatakse, et
NHEJ süsteemil on ka oluline roll statsionaarse faasi mutageneesis (Pitcher jt., 2007).
Prokarüootses NHEJ rajas osaleb kaks valku - Ku ja LigD. Ku on homodimeerne
ringstruktuuriga valk, mis tuvastab dsDNA katke ja seostub katke otstele. Sellele järgneb
ATP-sõltuva DNA ligaasi LigD seostumine (Aravind ja Kroonin, 2001; Weller ja Doherty,
2001). LigD on mitmest domäänist koosnev multifunktsionaalne valk, millel on tuvastatud
polümeraasne, ligaasne ja fosfoesteraasne aktiivsus (Shuman ja Glickman, 2007). LigD
seostumine toimub valgu polümeraasse domääni vahendusel, kusjuures vajalik on vaba 5´ -
fosfaatrühma olemasolu DNA katkestuse kohal. Seejärel moodustub Ku ja LigD abil sünaps,
kus mittehomoloogsed DNA otsad viiakse kokku. Selliselt stabiliseeritud DNA-l on võimalik
LigD fosfoesteraasse aktiivsuse toimel viia läbi DNA otste protsessing. LigD polümeraasse
domääni abil on võimalik pikendada DNA ahelate otsi, et täis sünteesida tühikud
ühinemiskohas. Otste ühendamist katalüüsib LigD ligaasse aktiivsusega domään.
Prokarüootides toimuva NHEJ raja etapid on välja toodud joonisel 5.
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Joonis 5. NHEJ rada prokarüootides (Brissett ja Doherty, 2009).
Ku valk tuvastab dsDNA katke, seostub DNA ahelate otstele ning vahendab LigD seostumist
5´ vabale fosfaatotsale. Ku-LigD kompleks vahendab ahelate ühendamist. LigD polümeraasse
aktiivusega domään pikendab DNA ahelate otsi vajaliku pikkuseni ning ligaasse aktiivsusega
domään ühendab DNA otsad.
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4. Mutatsiooniprotsessid ja rekombinatsioon nälgivates
bakterirakkudes
Lisaks kõikidele teistele väliskeskkonna kahjustavatele mõjudele võib
mutatsioonisagedust suurendada bakterite näljastress, mis viib DNA
reparatsioonimehhanismide efektiivsuse languseni ja vähendab DNA replikatsiooni täpsust
(Foster, 1999, Kim jt., 2001). Lisaks suureneb ka spontaansete mutatsioonide tekkesagedus
(Kasak jt., 1997; Saumaa jt., 2002). On näidatud, et vigaderohkete DNA polümeraaside
(PolIV ja PolV) suhtes defektsed bakterid on nälgivas populatsioonis väiksema
konkurentsivõimelisusega kui neid polümeraase omavad bakterid (Tark jt., 2005; Yeiser jt.,
2002). Statsionaarses faasis toimuvaid mutatsiooniprotsesse on peetud nii stressitingimustes
kuhjuvate vigade loomulikuks tagajärjeks (Bridges, 1998) kui ka väljakujunenud kohastumust
suurendavaks mehhanismiks (Rosenberg jt., 1998).
Meie laboris on uuritud mitmete DNA reparatsioonisüsteemide ning nendes osalevate
valkude funktsioone seoses statsionaarse faasi mutageneesiga bakteris P. putida (Kivisaar,
2010).
NER ja MMR süsteemid osalevad nälgivates P. putida rakkudes DNA reparatsioonil
ning on defektsuste korral võimelised üksteist toetama (Tark, 2006, magistritöö; Tark jt.,
2008). Neist uuringutest on selgunud, et kui NER-i süsteemi UvrA defektsuse korral suudab
MMR hoida mutatsioonisageduse algtüvega sarnasel tasemel, siis MMR-i MutS-i defektsuse
korral mutatsioonide tekkesagedus tõuseb. Seega on MMR rakkudes võrreldes NER-iga
efektiivsem kahjustuste kõrvaldaja.
Katren Mikkel on oma magistritöös näidanud, et NER ja MMR osalevad statsionaarses
faasis rekombinatsioonilise reparatsiooni mehhanismide kontrollis, kuid ei vastuta
rekombinatsioonisageduse tõusu eest hilises statsionaarses faasis. Samas töös on välja toodud
ka, et rekombinatsioonisagedust tõstavad enam vabad reaktiivsed hapnikuühendid kui
süsinikunälg, kuigi ka kestev süsinikunälg suurendab homoloogilise rekombinatsiooni
toimumise sagedust (Tavita jt., 2012). Selle põhjuseks võib pidada ROS-ide suuremat osalust
kaheahalaliste katkete tekitamisel võrreldes vigaderohke reparatsiooniga.
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5. Rekombinatsiooni uurimise testsüsteemidest
Suurem osa uuringuid homoloogilise rekombinatsiooni regulatsiooni ja teiste
reparatsioonisüsteemide valkude mõjust rekombinatsionioonisündmustele on läbi viidud
konjugatsiooni, transduktsiooni või transformatsiooni teel rakku viidud võõr-DNA-d
kasutades (Veaute jt., 2005, Birge jt., 1974, Bichara jt., 2006, Hoffmann, 1992). Kuna
looduses on bakterite kasv ja jagunemine ebasoodsate keskkonnaolude tõttu pärsitud (Baath
jt., 1998, Poulsen jt., 1995) on loodud testsüsteeme ka statsionaarse faasi rakkude
mutageneesi uurimiseks (Foster, 1999).
Homoloogilise rekombinatsiooni uurimiseks statsionaarse faasi P. putida rakkudes on
meie laboris varasemalt konstrueeritud kromosomaalsest ja plasmiidsest osast koosnev
testsüsteem (Tavita jt., 2012), milles kromosomaalne osa sisaldab promootorita pheBA
operoni ja plasmiidne osa konstitutiivse promootori kontrolli all olevat mittefunktsionaalset
pheA geeni (joonis 6).
Nimetatud testsüsteemi kasutades on näidatud, et MMR valgud suruvad statsionaarse
faasi rakkudes toimuvat rekombinatsiooni maha. Samas ei ole neid valke kodeerivate geenide
defektsus statsionaarse faasi rakkudes toimuvate HR sündmuste sageduse tõstjaks (Tavita jt.,
2012). Samas uurimuses on välja toodud ka oletus, et genoomi lokaalne struktuur mõjutab
plasmiidse osa rekombineerumist antud piirkonda.
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Joonis 6. Homoloogilise rekombinatsiooni uurimise testsüsteemi osad (Tavita jt., 2012).
Testsüsteem koosneb kahest osast. (A) Kromosomaalse osa moodustab P. putida kromosoomis
paiknev mittefunktsionaalse promootoriga pheBA operon. (B) Plasmiidse osa moodustab
mittefunktsionaalne +2 raaminihkega (+AA) pheA geen (pRPpheA+2), mille promootoralast
deleteerunud GC nukleotiidipaar muutis promootori funktsionaalseks, viies promootori -35 ja




DNA kahjustuste kõrvaldamiseks ja seeläbi mutatsioonide ärahoidmiseks on
bakterirakkudes välja kujunenud mitmed reparatsioonimehhanismid. Meie laboris on varem
näidatud, et ebasoodsates kasvutingimustes tõuseb bakterirakkudes spontaansete
mutatsioonide tekkesagedus (Kasak jt., 1997, Saumaa jt., 2002). Mittejagunevates ehk
statsionaarse faasi rakkudes toimuvad mutatsioonid suurendavad geneetilist varieeruvust ning
võimaldavad uute oludega adapteerumist.
E. coli mudeli põhjal on uuritud rekombinatsiooniprotsessis osalevate valkude osalust
statsionaarse faasi rakkudes  punktmutatsioonide tekkel (Layton ja Foster, 2003, He jt., 2005)
ning NER-i ja MMR-i valkude mõju rekombinatsioonile kasvavates rakkudes (Matson ja
Robertson, 2006, Hanada jt., 2000).
Meie laboris on varasemalt uuritud MMR valkude mõju rekombinatsiooniprotsessidele
statsionaarse faasi P. putida rakkudes ja näidatud on ka, et fenooli esinemine keskkonnas
suurendab nälgivates bakterites HR-i sagedust (Tavita jt., 2012). Lisaks näitasid need
varasemad uuringud veel seda, et HR-i sagedus plasmiidi ja kromosoomi vahel sõltub
testsüsteemi kromosomaalse osa lokalisatsioonist.
Selleks, et selgitada mehhanisme, mis mõjutavad HR-i sagedust kromosoomisiseselt,
kasutasime käesolevas töös kaheosalist testsüsteemi, kus mõlemad osad paiknesid
kromosoomis, et uurida
1) HR-i toimumissagedust kromosoomisiseselt P. putida rakkudes
2) NER süsteemi valkude mõju HR-i toimumissagedusele
3) Kas on erinevusi HR-i mõjutavate faktorite osas, kui võrrelda HR-i toimumist
plasmiidi ja kromosoomi vahel ning kromosoomisiseselt.
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7. Materjal  ja metoodika
7.1 Söötmed ja bakteritüved
Täissöötmena kasutasime Luria-Bertani (LB) söödet (Miller, 1972) ja minimaalsöötme
valmistasime M9 baasil (Adams, 1959). Minimaalsöötmele lisasime veel mikroelementide
lahust (2,5 ml/l) (Bauchop ja Elsden, 1960), aminohapete hüdrolüsaati CAA (casamino acids,
lõppkontsentraadiga 0,2%) ja süsinikuallikana glükoosi (Glc, lõppkontsentraadiga 10 mM)
või fenooli (Phe, lõppkontsentraadiga 2,5 mM). Tardsöötme valmistamiseks lisasime
söötmele agarit (15 g/l). P. putida rakke kasvatasime temperatuuril 30°C, vedelsöötmes
kasvatamisel aereerisime kultuure loksutil. Töös kasutatud bakteritüved on välja toodud
tabelis 3.
Tabel 3. Töös kasutatud P. putida bakteritüved.
Bakteritüvi Genotüüp või iseloomustus Allikas




CHR5127 PaW85terphe, mis sisaldab mini-Tn5
koosseisus promootorita pheBA operoni
lookuses PP4519 ja Ptac promootori all +2




CHR5127ΔUvrA Tüvest CHR5127 deleteeritud uvrA Sidorenko, J.,
avaldamata
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Tabel 3. Töös kasutatud bakteritüved.
Bakteritüvi Genotüüp või iseloomustus Allikas
CHR5127ΔUvrA2 Tüvest CHR5127 deleteeritud uvrA2 Sidorenko, J.,
avaldamata
CHR5127ΔUvrB Tüvest CHR5127 deleteeritud uvrB Sidorenko, J.,
avaldamata
CHR5127ΔUvrMfd Tüvest CHR5127 deleteeritud mfd Sidorenko, J.,
avaldamata
7.2 Kromosomaalne testsüsteem homoloogilise rekombinatsioonisageduse
uurimiseks Pseudomonas putida rakkudes
Homoloogilise rekombinatsiooni (HR) uurimiseks kasutatud kromosomaalne
testsüsteem koosneb kahest osast ja võimaldab määrata pheA geeni alleelide vahel toimunud
HR-i sagedust P. putida rakupopulatsioonis, mis on viidud fenooli sisaldavale
minimaalsöötmele. Fenoolil saavad hakata kasvama vaid need rakud, kus HR tagajärjel on
töötava promootori all asuv defektne pheA alleel vahetunud mittetranskribeerivast operonist
pärit funktsionaalse pheA alleeliga. Kaheosalise testüsteemi, kus mõlemad osad paiknevad
kromosoomis, koostas ja kirjeldas Julia Sidorenko oma magistritöös (Sidorenko, 2010,
magistritöö). Sidorenko tööst on pärit ka joonis 7, mis kujutab mõlemat testsüsteemi osa.
Testsüsteemi aluseks oli varem laboris konstrueeritud P. putida PaWterphe tüvi, milles
kromosomaalne osa sisaldas promootorita pheBA operoni ja plasmiidne osa konstitutiivse
promootori kontrolli all olevat mittefunktsionaalset pheA geeni (Tavita jt. 2012). pheA ja
pheB geenid kodeerivad vastavalt fenooli monooksügenaasi ja katehhool 1,2-dioksügenaasi
ning võimaldavad P. putida tüvel PaW85 fenooli süsinikuallikana kasutada (Nurk jt., 1991).
Käesolevas töös kasutasime PaWterphe2 tüve, kus promootorita pheBA geenid paiknesid
lookuses PP4519.
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Uurimaks rekombinatsiooniprotsesse kromosoomi erinevate osade vahel, on
testsüsteemi teine osa viidud samuti kromosoomi. See osa sisaldab lookuses PP5127
funktsionaalse promootori Ptac kontrolli all olevat pheA geeni, mis on muudetud
mittefunktsionaalseks +2 raaminihke mutatsiooniga. Ptac on konstitutiivne hübriidpromootor,
mis sisaldab lac operoni promootori -10 regiooni ja trp operoni promootori -35 regiooni ja
toimib tugevamalt, kui kumbki promootor eraldi (de Boer jt., 1982). Eeldasime, et +2
raaminihke kõrvaldamine ja seeläbi fenoolil kasvamise võimaldamine- toimub HR-i teel +2
raaminihkega pheA geeni  ja korrektse promootorita pheBA operonis sisalduva pheA geeni
vahel. Eelnevalt on kontrollitud, et +2 raaminihke reverteerumise sagedus mutatsiooni
tagajärjel on väga madal ja ei varjuta rekombinatsiooniliste sündmuste detekteerimist.
Joonis 7. Testsüsteem homoloogilise rekombinatsiooni uurimiseks P. putida kromosoomi
erinevate piirkondade vahel.
Joonise osal A on P. putida kromosoomi lookuses PP4519 paiknev pheBA operon
(homoloogilise rekombinatsiooni testsüsteemi esimene osa), mille ees paiknev sinine ala
kujutab mittefunktsionaalset promootorit. Joonise B osal on kujutatud lookuses PP5127
paiknev +2 raaminihkega mittefunktsionaalne pheA geen töötava Ptac promootori all
(homoloogilise rekombinatsiooni testsüsteemi teine osa).
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7.3 Homoloogilise rekombinatsiooni toimumissageduse määramine
HR sageduse mõõtmiseks loendasime fenooli lagundavaid (Phe+) kolooniaid
selektiivsöötmel, mis sisaldas süsinikuallikana 2,5 mM fenooli. Kultiveerisime testsüsteemi
sisaldavaid P. putida rakke 20-24 tundi 2,3 ml Glc-CAA vedelsöötmes temperatuuril 30°C.
Seejärel plaatisime sõltuvalt tüvest 10-50 μl rakke koos taustarakkudega selektiivsöötmele.
Taustarakkudena kasutasime P. putida tüve PaW85 rakke ja lisasime neid 200-240 μl, et
kõikidele tassidele saaks koos testtüvedega võrdne kogus rakke. Tasse inkubeerisime
temperatuuril 30°C ning jälgisime Phe+ kolooniate teket 9 päeva jooksul. Phe+ kolooniate
tekkesageduse arvutasime 109 elusraku kohta. Elusrakkude hulga teadasaamiseks tegime
samadest kultuuridest 107 kordsed lahjendused Glc ja LB tassidele. Tasse inkubeerisime üleöö
temperatuuril 30°C ja arvutasime elumuse kolooniaid moodustavate rakkude CFU (Colony
Forming Units) arvukuse alusel vähemalt neljast sõltumatust bakterikultuurist, kasutades
valemit:
= ∗ ℎ ( )
HR toimumissageduse arvutamiseks kasutasime valemit:ü 10 raku kohta = ℎ 1 ℎ10 ℎ
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8. Tulemused
8.1 Kromosoomisiseselt toimuv homoloogilise rekombinatsioon bakteris
Pseudomonas putida
P. putida mittejagunevate ehk statsionaarse faasi rakkudes suureneb endogeensete
tegurite, näiteks ROS-ide, poolt põhjustatud DNA kahjustuste hulk (Saumaa jt., 2007,
Tarassova jt., 2009), sest reparatsioonisüsteemid ei toimi stressitingimustes korrektselt.
Arvatakse, et nälgivates rakkudes kuhjuvad ssDNA katked ning tõuseb rekombinatsioonilise
reparatsiooni sagedus (Mikkel, 2008, magistritöö). Samuti võimaldab HR parandada
deletsioonide või insertsioonide tulemusel mittefunktsionaalseks muutunud geene, kui rakus
on olemas korrektne geeniversioon.
Käesolevas töös mõõtsime HR-i sagedust kasvavates ja nälgivates P. putida rakkudes
bakteri kromosoomis, kasutades eelpoolkirjeldatud kaheosalist testsüsteemi (Joonis 7).
HR-i sageduse mõõtmiseks viisime P. putida testertüve CHR5127 (vt. Materjal ja
metoodika ning tabel 3) rakud fenooli sisaldavale selektiivsöötmele vastavalt Materjal ja
metoodika osas kirjeldatud protokollile ja loendasime 9 päeva jooksul selektiivsöötmele
ilmunud Phe+ rekombinantide kolooniaid. Joonisel 8 on esitatud Phe+ rekombinantide arvukus
testertüve populatsioonis arvutatuna 109 elusraku kohta. Phe+ kolooniate tekkesagedus on
suurem katse alguses (peamiselt 4.-5. päeval), mis on erinev Tavita jt. artiklis kirjeldatust.
Kromosoomi ja plasmiidi vahel tekib Phe+ kolooniaid rohkem alles bakterite pikaaegsel
nälgimisel (Tavita jt., 2012). Kuna on teada, et kromosoomisiseselt toimunud HR-i
tulemusena saadud Phe+ rekombinantidel kulub antud tingimustel kolooniate nähtavale
tulekuks ligikaudu 4 päeva (J. Sidorenko avaldamata andmed), siis viitavad joonisel 8 esitatud
tulemused sellele, et põhiosa kromosoomisiseselt toimuvaid rekombinatsioonilisi sündmusi
toimus kasvavates rakkudes, enne nende plaatimist selektiivsöötmele.
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Joonis 8. Phe+ kolooniate arv fenooli sisaldaval minimaalsöötmel 109 raku kohta.
Joonisel on kujutatud tekkinud Phe+ kolooniate arv päevade kaupa. Kõige enam tekkis Phe+































8.2 NER-i valkude mõju rekombinatsiooni toimumissagedusele
E. coli rakkudes on näidatud nukleotiidi väljalõike reparatsiooni (NER) pärssivat mõju
rekombinatsiooni toimumisele (Courcelle jt., 2005). E. coli rakkudes kuuluvad NER süsteemi
UvrA, UvrB ja UvrC valgud, millest DNA kahjustuse äratundmise eest vastutavad UvrA ja
UvrB valgud ning katked kahjustusest nii 3´ kui 5´ suunas tekitab endonukleaas UvrC
(Truglio jt., 2005). UvrA2 on P. putida genoomis sisalduv UvrA homoloog
(www.pseudomonas.com), mille funktsioonidest on seni vähe teada.
NER süsteemi valkude mõju uurimiseks P. putida kromosoomisiseselt toimuvale HR-
le konstrueerisime testertüve CHR5127 baasil UvrA, UvrA2, UvrB ja Mfd suhtes defektsed
tüved. Joonisel 9 A on näha, et HR-i sagedus suurenes ligikaudu 30 korda UvrA ja UvrB
ensüümide defektsuse korral. Võrreldes algse testertüvega CHR5127 nägime Phe+
rekombinantide hulga suurenemist ka Mfd defektsuse korral ja seda just alates 6.
nälgimispäevast (Joonis 9 C). Samas UvrA2 suhtes defektse tüve puhul me olulisi erinevusi ei
näinud (Joonis 9 C). UvrA2 defektses tüves tekkis ~150 rekombinanti 109 elusraku kohta
(sama tulemus ka algse testertüvega CHR5127). Sellest võib järeldada, et statsionaarse faasi
rakkudes UvrA2 ei mõjuta kromosoomi erinevate osade vahelist rekombinatsiooni.
Võrdluseks on siinkohal ära toodud ka K. Mikkeli magistritöös saadud tulemused HR-
i sageduse kohta plasmiidi ja kromosoomi vahel (Joonis 9 B). Selles katses erinevad NER-i
valkude puudumisest põhjustatud efektid sellest, mida nägime käesolevas töös, kus uurisime
nende valkude mõju kromosoomisisesele HR-le. Nimelt on suurenenud käesolevas töös UvrA
ja UvrB valkude puudumisel HR märksa enam võrreldes sellega, kui jälgiti HR-i toimumist
plasmiidi ja kromosoomi vahel. Samas olid K.Mikkeli magistritöös kasutatud NER valkude
suhes defektsed tüved konstrueeritud, katkestades geene antibiootikumidele
resistentsusgeenidega, mis võis mõjutada katsete tulemust ja oleks korrektsem neid tulemusi






























































Joonis 9. HR-i sagedus NER valkude suhtes defektsetes P. putida tüvedes
kromosomaalse tesüsteemi puhul.
Rekombinatsiooni tulemusena tekkinud Phe+ rekombinantide hulk phe minimaaltassidel
erinevate NER valkude suhtes defektsetes P. putida tüvedes ja algses tüves
kromosoomisiseselt toimivat HR-i tuvastava testsüsteemi puhul (A, C) ning plasmiidi ja
kromosoomi vahelist HR-i tuvastava testüssteemi puhul (B). Graafikutel on igal järgneval
päeval selektiivsöötmele ilmunud Phe+ kolooniate arv liidetud eelnevate loenduspäevade
jooksul ilmunud kolooniate arvule. Tulemused on arvutatud 109 raku kohta ja vähemalt 40
katse tulemuste põhjal.  Tulemustele on antud 95% usalduspiirid. Joonise B osa andmed
pärinevad K. Mikkeli magistritööst.
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Arutelu
Kasvu piiravates stressitingimustes võivad bakterid mutatsioonide, rekombinatsiooni
ja horisontaalse geeniülekande abil kiiresti evolutsioneeruda. Rekombinatsiooniprotsessidel
on selles kõiges suur osa. Käesolevas töös selekteerisime rekombinante fenooli sisaldavatel
minimaalsöötmetel. Fenool on bakteritele toksiline, sest kahjustab raku membraani ja häirib
seetõttu raku elutegevust (Dominguez- Cuevas jt., 2006, Ramos jt., 2002, Sikkema jt., 1995).
P. putida on mullabakter, kellele on aromaatsete ühendite tolereerimiseks välja kujunenud
erinevad süsteemid, mis (1) muudavad rakumembraani permeaablust, (2) restrukureerivad
rakumemebraani kahjustuste minimeerimiseks ja (3) eemaldavad aktiivselt kahjulikke
ühendeid rakust (Wery ja de Bont, 2004). Meie laboris varem läbi viidud HR-i katsetes
ilmnes, et HR-i sagedus suurenes P. putida rakkude pikaajalisel nälgimisel fenooli
juuresolekul ilmselt tänu sellele, et statsionaarse faasi bakterites suurendab fenool reaktiivsete
hapnikuühendite kogunemist rakku, mistõttu suureneb DNA-s lämmastikaluste ja suhkrujäägi
kahjustuste ning DNA ahela(te) katkete hulk (Tavita jt., 2012).
Rekombinatsioonilist reparatsiooni kasutatakse enamasti ühe- ja kaheahalaliste katkele
parandamiseks (Kowalczykowski, 2000), mis võivad tekkida nii DNA replikatsiooni kui ka
teiste reparatsioonisüsteemide (nt BER ja NER) käigus (Kuzminov, 1999, Ho jt., 2007,
Friedberg jt, 2006).
NER-süsteemi kuuluvad valgud UvrA, UvrB, UvrC, UvrD ja Mfd. Bakteril P. putida
esineb lisaks veel UvrA2, mis on UvrA homoloog. On näidatud, et UvrA ja UvrB suruvad
rekombinatsiooni maha, sest (1) UvrA seostumine DNA-le tekitab UvrA-DNA kompleksi,
mis võib ära hoida dsDNA katkete teket või inhibeerida rekombinatsiooni initsiatsiooni, (2)
UvrAB kompleks on helikaasse aktiivsusega ja viib rekombinatsiooni vaheühendi
lagunemisele (Hanada jt., 2000).
Käesolevas töös uurisime nukleotiidi väljalõike reparatsiooni (NER) valkude mõju
homoloogilisele rekombinatsioonile, mis toimub kromosoomisiseselt.  Selleks kasutasime
kromosomaalset testsüsteemi, mida on kirjeldatud peatükis 6.2.
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Katsetulemused viitasid sellele, et kahe samas kromosoomis paikneva osa vahel
toimuva homoloogilise rekombinatsiooni sagedus oli suurem kasvavates rakkudes, või
rakkudes, mis olid alles lühiajaliselt statsionaarses faasis olnud (Phe+ rekombinante ilmus
selektiivsöötmele kõige rohkem  2-4 päeval) (Joonis 8). Samas kromosoomi ja plasmiidi
vahel toimuva HR-i sagedus suurenes bakterites, mis olid mitu päeva fenooli sisaldaval
minimaalsöötmel nälginud (Tavita jt., 2012). Kui kromosoomisisese HR-i puhul langes järsult
uute Phe+ kolooniate akumuleerumine selektiivsöötmel pärast 5. päeva (Joonis 8), siis
kromosoom-plasmiid süsteemis hoopis võimendus uute Phe+ rekombinantide teke rakkude
pikaajalisel nälgimisel (Tavita jt., 2012). Sellest saab järeldada, et bakterirakud püüavad
esmalt parandada DNA katkeid rakusiseseid matriitse kasutades, pikaaegsel nälgimisel on aga
vastuvõtlikumad kromosoomi-välistele matriitsidele (nt plasmiid).
Töö teises osas uuritud NER-süsteemi valkudest suurendasid Phe+ rekombinantide
teket kõige enam UvrA ja UvrB suhtes defektsed tüved ligikaudu 30 korda võrreldes algse
tüvega CHR5127. See ühtib Hanada jt. (2000) saadud tulemuse ja oletusega, et UvrA ja UvrB
suruvad oma funktsioonidega rekombinatsioonilist reparatsiooni maha (eelpool kirjeldatud).
Plasmiidsest ja kromosomaalsest komponendist koosneva testsüsteemi puhul suurendas UvrA
ja UvrB defektsus vastavalt 3 ja 6 korda Phe+ rekombinantide teket.  Joonisel 9 B on näha, et
kromosomaalse ja plasmiidse osa vahelisel homoloogilisel rekombinatsioonil on P. putida
olulisemaks Phe+ rekombinantide arvu suurendajaks ka UvrA2 defektsus. Käesolemas töös
kasutatud testsüsteemi puhul ei mõjutanud aga UvrA2 defektsus Phe+ rekombinantide
tekkesagedust (joonis 9 A). Selle põhjal võib oletada, et UvrA2 tähtsus kromosoom-plasmiid
rekombinatsiooniprotsessis on suurem.
Lisaks uurisime ka Mfd valgu mõju HR-le. Bakterites toimuvas TCR-is (transcription
coupled repair) osalev valk Mfd aitab tuvastada DNA katke tõttu peatunud RNA-
polümeraasi, lükkab seda DNA-l edasi kuni RNA polümeraas saab DNA-lt eemalduda ning
interakteerub UvrA-ga, aidates nii kaasa NER-i initsiatsioonile (Park jt, 2002; Savery, 2007).
Varem ei ole uuritud Mfd mõju HR-le. Meie tulemused näitasid, et Mfd defektsuse korral
suurenes Phe+ rekombinantide hulk selektiivsöötmetel pärast 5-6 päeva. Phe+ rekombinantide
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hilisem ilmumine selektiivsöötmele võib olla põhjustatud Mfd-defektse tüve rakkude
aeglasemast kasvust. Samas, kuna 9. päevaks oli selektiivsöötmel võrreldes algse tüvega
ligikaudu 3 korda rohkem rekombinante, viitavad käesoleva töö tulemused sellele, et Mfd
puudumine soodustab HR-i toimumist. Kuna kromosomaalsest ja plasmiidsest osast koosneva
testsüsteemiga ei ole Mfd osalust rekombinatsioonis veel uuritud, siis ei saa siinkohal võrdlust
tuua.
Selleks, et paremini mõista NER-süsteemi valkude mõju HR-le, tuleks valmistada ka
topelt-defektsed (UvrA ja UvrB, UvrA2 ja UvrB jne) tüved ning uurida nende mõju HR-i
toimumissagedusele mõlema testsüsteemiga. Lisaks tuleks täpsemalt uurida UvrA2 osalust
kromosomaalse ja plasmiidse osa vahelises HR-is seoses pikaaegse näljastressiga.
Meie testsüstemis oli +2 raaminihkega mittefunktsionaalset pheA geeni sisaldav osa
paigutatud PP5127 lookusesse. Saamaks teada, kui palju mõjutab kromosoomi eri osade
vahelist HR-is osalevate lookuste vaheline kaugus ja kromosoomi struktuur, tuleks võrrelda
HR-i sagedust tüvedes, milles mittefunktsionaalne pheA geen või promootorita pheBA
operoni asukoht on meie kasutatud tüvedest erinevad.
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Kokkuvõte
DNA kahjustusi põhjustavad nii ekso- kui endogeensed tegurid. DNA kahjustuste
kõrvaldamiseks ja seeläbi mutatsioonide ärahoidmiseks on bakterirakkudes välja kujunenud
mitmed reparatsioonimehhanismid, mis on võimelised üksteist soodustama või pärssima.
Käesolevas töös võtsime vaatluse alla nukleotiidi väljalõike reparatsiooni (NER) valkude
mõju homoloogilisele rekombinatsioonile (HR). Varasemalt on NER-i valkude mõju
rekombinatsioonile uuritud peamiselt kasvavates rakkudes. Kuna bakterid on loodulikus
keskkonnas aga enamasti stressitingimustes, on oluline uurida HR toimumist statsionaarse
faasi rakkudes. Kirjanduse ülevaates on välja toodud NER-i ja HR-i protsesside etapid ja
nendes osalevate valkude funktsioonid.
Meie laboris on varem uuritud mismatch-reparatsiooni (MMR) (Tavita jt., 2012) ja
NER valkude (K. Mikkel, magistritöö) mõju HR-le Pseudomonas putida statsionaarse faasi
rakkudes, kuid seda üksnes kromosomaalsest ja plasmiidsest osast koosneva testsüsteemiga.
Käesolevas töös kasutasime HR-i uurimiseks kromosomaalset testsüsteemi, mis
võimaldas vaadelda kromosoomi erinevate osade vahelise HR-i toimumise sagedust. Et NER
on üks raku olulisemaid DNA reparatsioonimehhanisme, siis uurisime ka NERi valkude mõju
rekombinatsioonisagedusele.
Katsetulemuste kokkuvõte on järgnev:
1) P. putida rakkudes pärsivad homoloogilist rekombinatsiooni NER-süsteemi valkudest
kõige enam UvrA ja UvrB.
2) Võrreldes kromosomaalse ja plasmiidse osa vahel toimuvate HR-protsessidega saab
välja tuua:
a. Kui HR-i sagedus kromosoomi piires on suurem kasvavates või ainult
lühiajaliselt statsionaarses faasis olnud rakkudes, siis kromosoomi ja plasmiidi
vaheline rekombineerumine võimendub alles rakkude pikaajalisel nälgimisel
b. Kromosomaalse ja plasmiidse osa vahelise HR-i mahasurumises on oluline osa
UvrA2 valgul,  mis aga kromosoomisisest rekombinatsiooni ei mõjuta.
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Summary
Effects of NER proteins to homologous recombination in the chromosome
of Pseudomonas putida
Marge Arge
DNA damage can be caused by exo - or endogenous factors. For eliminating DNA
damage, and thereby to prevent the mutations, bacteria have developed several DNA repair-
systems, which can promote or suppress each another. In this work, we focussed on effects of
nucleotide excision repair (NER) proteins to homologous recombination (HR). Previous
studies have described the effects of NER proteins to HR in growing cells. As in natural
environment bacteria spend most of the time under  stress, it is important to study the
occurrence of HR in stationary phase cells. The literature rewiew of this study gives an
overview of the process of NER and HR and describes the functions of participating proteins.
In our research group the effects of mismatch repair (MMR) (Tavita et all., 2012) and
NER proteins (K. Mikkel, master thesis) to HR in stationary phase population of
Pseudomonas putida have been studied with a test system consisted of chromosomal and
plasmidial parts.
In the present work a test system is used where both parts are located in the
chromosome. This allows observation of the frequency of intrachromosomal recombination.
NER pathway is one of the most important DNA repair pathways for the removal of DNA
lesions and therefore we studied the effects of NER proteins to intrachromosomal
recombination in starving P. putida cells.
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The results of this study can be summarized as follows:
1) In P. putida cells HR is inhibited by  UvrA and Uvr B proteins of the NER system.
2) In comparison with extracromosomal HR:
a. the frequency of intrachromosomal recombination is higher in growing cells
or in cells that have been only shortly in stationary phase, whereas in
continuing starvation the frequency of the events of extracromosomal
recombination increases.
b. Although the extrachromosomal recombination is suppressed by UvrA
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